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Abstract 

A product comprising (a) a cyclin-dependent protein kinase inhibitor and (b) one or more modulators of at 
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(54) KombinationsprSparate fur (fie Therapie von Tumoren 

(57) Die Eilindung beiriffl Erzeugnisse, die einen 
Hernmer cydinabhangiger Proteinkinasen und einen 
Oder ntehrere Modulatoren mindestens eines weiteren 
proteinmodifizierenden Enzyms als Kbmbinationspra- 
parat zur gleichzeifigea getrennten oder zehOch abge- 
stuften Anwendung als Arzneirrattel enthalten. Die 
Erzeugnisse eignen sich insbesondere zu Anwendung 
in der TurrKMlherapie. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betnfft Arznamittel zur Behandlung von Tumoren, die eine synergistisch wirkende 
Kombination aus einem Hemmer cyclinabhSngiger Proteinkinasen und etnem Modulator mindestens eines weiteren 

5 proteinmodifizierefxlen Enzyms enthalten. 

[0002] Zenlrales Ziel der Tumortherapie ist die selektive Efiminierung neoplastlsch transformierter Zellen. Bel der 
klasslschen Chemotherapie werden hierzu WIrkstoffe eingesetzt, die direkl irst den Mechanismen der DNA-Replikation 
Oder der Mitose wechselwirken, beispielsweise durch Henrmnai der Nukleotidbiosynthese, Verandern der DNA-Struktur 
durch Interkalation, Afkyfieatng Oder Blockieren der an der Repb'kation beteiligten Enzynne. wie beispielsweise der 

w Topoisomerasen, oder dadurch. daB sie als Mitose-Spindelgifte wirken. Da es sidi bei diesen Prozessen urn VorgSnge 
bandelt die auch fur normale Zellen Oberlebenswichtig sind» ist die herkommliche Chemotherapie meist mit schweren 
Nebenwffkungen vertxinden. 

[0003] DarOber hinaus ist die Verwendung von Zytokinen zur Induktion des Zelltods von TumorzeUen t>ekannt. Zyto- 
kine grerfen unler anderem in die fur <Se zelluiare Profiferatjon verantwortliche intrazeWuiare Signaltransduktion ein. Der 

15 Zytokin-induzierte Zetltod wird von einer Fragmentierung der genomischen DNA begleitet. cfie zu etnem ineverslDlen 
Verlust genetischer Information fuhrt und somit vermutfich Ursache fur die Ineversajilitat des Todesereigresses ist 
[0004] Obwohl durch die Verwendung von Kombinationen verschiedener Zytokine in vitro der Zelltod unterschiedB- 
cher Tumorzellinien ausgeldst werden konnte, sind Zytokine aufgrund hoher Nebenwirkungen wie Schock oder Mutti' 
organversagen in der Regel therapeutisch nicht anwendbar (R. A. HeOer, M. Krdnke. The Journal of Cell Biok)gy 126 

20 (1994) 5: R.Beyaert.W.Fier5.PEBS Letters 340 (1994) 9). 

[0005] Die Wirkung der Zytokine laBt sich durch gleichzeitige Gat>e von Henrmern der Proteint>k)synthese. wie bei- 
spielsweise CydohexiiTttd, verstSrken (R. A. Heller. M. Krenke. aaO; R. Beyaert, W Fiers, aaO). 
[0006] M. Weil et al., J. Cell. Biol. 133 (1996) 1053. beschreflaen die Ausl6sung des programnnerten Zelltodes durch 
Verwendung von Cyclohexinnid und dem Proteinkinasehemmer Staurosporia Durch Anwendung hoher Staurosporin> 

25 konzentrationen konnte in Anwesenheit von Cydoheximid der Tod unter arxferem von normalen Nieren- und Lungen- 
zellen induziert werden. Arzneimittel oder Mittel. weiche die selektive Bekanrpfung von TumorzeUen eriauben. werden 
nicht beschrieben. 

[0007] Die EP 0 366 061 B1 offenbart die Venwendung von 4H-1-Benzopyran-4-on-Derivaten zur BekSnpfung von 
Tumorerkrankungen. 

30 [0008] Die EP 0 464 656 A1 . EP 0 61 2 728 A2 und J62089659 A offenbaren neue Anisorriycin'Derivate. die sk:h unter 
anderem zur Beharxfiung von Tumoren eignen. 

[0009] Die EP A 0 196 415 und die J60149520 A offenbaren die Verwendung von Trichostatin A und C als Antitumor- 
wirkstoffe. 

[001 0] S Taunton et al.» J. Am. Chem. Soc. 112 (1 996) 1 0412 t>eschreiben die Synthese naturticher oder modifizierter 
35 Trapoxin-Dertvate, wetehe als Inhibitoren der Histondeacetylase wirken. 

[001 1] ICC. Bifcrfe und S.H. Kaufmann, Cancer Research §g (1996) 4856 hat>en nachgewiesen. daB Ravopiridol zyto- 
toxisch auf Ijjngenkarzinomzetlen wirkt die Zytotoxizitat jedoch durch glek:hzeitige Gabe von Cydoheximid herat)ge- 
setzt wird. 

[0012] Aufg^e der Erf bidung ist die Schaffung von Arzneimittein zur Behandlung von Tumorerkrankungen. die eine 
40 im Vergleich zu bekannten Mrttein ertiOhte Wirksamkeit aufweisen und nicht die mit der herkOmmlichen Chemotherapie 
veitxjndenen Nebenwirkungen zeigen. 

[001 3] Diese Aufgat}e wird Qt>enraschend durch Erzeugnisse geiOst, cfie enien Hemmer cycfinabhangiger Proteinki- 
nasen und einen oder mehrere Modulatoren mindestens eines weiteren proteinmodifiziererxSen Enzyms als Komtxna- 
tk)nspraparat zur gleichzeitigen. getrermten oder zeitlich at)gestuften Anwendung enthalten. 
45 [001 4] Hemmer cycfinabhangiger Proteinkinasen im Sinne der Erfindung sind Sut>stanzen, deren IC50 t>ezugfich der 
AktivitSt einer cydinabfidngigen Kinase ^10 )iM. vorzugsweise ^ 1 )iM isL 

[001 5] Bevorzugte Hemmer cydffial)hdngiger Proteinkinasen sind die in der EP 0 366 061 A1 offenbarten 4H-1-Ben- 
zopyran-4-on-Derivate sowie deren pharmakologisch vertrSgTiche Sdureadditionssalza Hierbei handelt es sk^h um 
Sul)s1anzen gemdS der Formel 

so 
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inder 

IS 

B} Wasserstoff, CfCg-AIkyl, Aryl-Ci-C4-a!kyl. substituiertes CrCs-AlkyI, Ca-g-CycIoalkyl. einen Cs-Cg-Heterozyk- 
lus mit 1, 2 Oder 3 Heteroatomen wie N, S, O Oder einer beltebigen Korrtjinationen deser Atome, Ca-Ce-Cydo- 
aIky»-Ct-C4-aIkyl, Cg-Ce-Aikenyl. Cg-Ce-AnQnyl, Aryl (einschfieBlich polyiycfischer Rnge). einen aromafischen 
helerocycBschen Rest, substituiertes Aryl, -COOH, eine Aldehyd-Ci-C4-alMg'uppe. eine COO-C1-C4- 
so alkylgnqppe, cine prinndre Anrnno-. Alkytamino-, Aralkylanano-, Dia)kyiamino>» Anrudo-. Ar ylamino-, Diarytemino- 

gruppe oder -CH20-Ci-C4-AIkyl bedeutet; 

r2 Wasserstoff oder CrCe-AJkyl. Aryl, Nitro, Amino, Di-Ci-C4-aIkylamino. Halogea Hydroxy. Alkoxy. -COOH. - 
COO-Ci-C4-A!ky1. -CHO. -CHgOH oder -CH20-CrC4-AIkyl bedeutet; 

Wasserstoff oder Ct-C4^Alkyt. substituiertes CvC4-Alkyl. Hydroxy, -COOH. Nitro, eine Amno-, Ci-C4-Alky- 
25 lamino-. Di-Ci-C4-aIkylaminogruppe. Halogen. O-Alkyl-C{=0)-alkyl. -CHO. -CHaOH. -CH20-C,-C4-Alkyl. RgN- 

C(=0}-O- bedeutet; wobei 
R H.Ci-C6-ABcyl.CycloalkyiaAlkyl-C(=0)-alkyl Oder Aryl ist: 

R^ Wasserstoff. Hydroxy. CrC4-AlkQxy. Ci-C4-Alkanoy!oxy. C,-C4-AIkoxycarbonyl. Arytoxy, eine Amino-. CrC4- 
Alkylan^no-. Di-Ci-C4-alkylaminogruppe, f4nm:{=0)-0-. bedeutet und R die oben angegebene Bedeulung hat; 
30 r5 Wasserstoff. CrCe-Alkyl. Aryl-Ci-C4-alkyl. Ca-Cg-Cydoalkyl. C3-C6-CydoaIkyl-Ci-C4-alkyl. Alkylamino-. Ci- 
C4-Alkanoyl, -C(=0)-0-Ci-C4-A)kyl oder AroyI bedeutet. wobei die Arylgruppe ein imsubslituierter oder mono- 
oder poiysut>stituierter Phenylrest ist. 

m eine ganze Zafil zwisdien 0 und 3; und 

n eine ganze ZaH zwisdien 0 und 2 ist. « 

35 

[001 6] Unabfi&igig voneinander wShlbare bevorzugte Def mitionen sind 

R^ H. Ci -C3- Alkyl, Naphtfiyl. Aryl, subsituiertes Aryl. AralkyI oder ein aliphatisdier oder aromatisdier Ca-Cg-Hete- 
rocydus mit 1, 2 oder 3 Heteroatomen wie N. O oder einer befiebiigen Itonr4)inatk)n dieser Atome; 
40 r2 HoderCi-CyAlkyl; 

Ft* OHoderOCHs; 
OH; 

r5 CfCa-AIkyl, Cs Cs-Cydoalkyl. C3-C5-CydoaIkyl-Ci-C4-AIkyl; 

45 m = 1oder2;und/oder 

n» 1 ist 

[0017J BesondersbevorzugtsindVerbindungenderFonmet 
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in der 

15 

Wasserstoff» 0^-03- Alk/I, Naphthyl. Aryt, AralkyI, substituiertes Aryl, einen Cs^Cg-Heterocyctus Oder einen aro> 
matischen HeJerocydus bedeutet; 
Wassersloff Oder CyCz-ASky\ bedeutet; 

Ci-Ca-Alkyl. CsCs-Cycloalkyl, C3-C5-Cycloalkyl-Ci-C4-An«yl bedeutet 

so 

[0018] Ganz besonders bevorzugt sind Verbindungen bei denen 

Phenyl, THerryl, Pyridy). Chlorphenyl, Dichlorphenyt, Methylphenyl, Aminopheiiyl, Bromphenyt, Hydroxyphenyl 
Oder Naphthyl bedeutet: 
25 R^ Wasserstoff bedeutet. und 
R^ Methyl bedeutet. 

[001 9) "Alkyl" steht vorzugsweise fur geradketlige Oder verzweigte Radikale mrt 1 bis 6, t)esonders bevorzugl 1 bis 5 
KoN&istoffatomen. insbesondere Methyl-. Ethyl*. Propyl*, tsopropyt-. t-Butyl-. Perttyl- Oder teopentylgruppen. 
30 [0020] 'Sii>st)tuiertes AlkyI' steht vorzugsweise fur Halogenalkyt. wie Trif luormethylalKyl. Hydroxyalkyl. wie Hydroxye* 
tl^. Oder Caiboxyalkyt. wie Cartx)xyethyl. 

[0021] "Cydoalkyl'' steht vorzugsweise fur Gruppen mit 3 bis 6 Kohlenstoffatomen. insbesondere Cydopropyt. Cydo- 
butyl. Cydopentyl oder Cydohexyl. Eine bevorzugte Cydoatkylalkylgruppe ist Cydopropytmethyl, 
[0022] Bevorzugte Aralkylgruppen sind unsiit)Stituierte Oder durdi Substituenten wie Halogen. Ci-C4-Alkyl* Cf C4- 
35 Alkoxy, NItro* oder Trif !uormethylgruppen, Aminogrifspen und/oder substituierte Aminogruppen einfadi Oder mehrfadi 
substitioerte Phenylgruppen. 

[0023] "Aryl" steht fur unsul)slituierte urxi elnfadb oder mehrfadi substituio^te Phenylgruppen. Bevorzugte Substitu- 
enten sind Halogen. Ci-C4-AIkyl. CrC4-Alkoxy, Hydroxy. Cartxwy. COO-Alkyl. CONH2. CONH-AlkyI, CON{Alkyl)2» 
Nitro, Trifluormethyl, Amino, Ci-C4-Alkylamino. Di-C^-C4*all^lanrttno. aromatisdie Heterocyden wie Pyridylgruppen 

40 Oder polycydisdie aromatisdie Reste wie Naphthylgruppen. 

[0024] Bevorzugte Alkylaminognjppen sind (CH^p*NR^R^» wobei p = 1 bis 3 isL R® und R^ sind Aikylgruppen. wobei 
Alkyi (fie oben angegebene Bedeutung hat, oder bitien zusarrmn mitdem Stid^ffatom. an das sie gebunden sind» 
einen heterocydisdien l^'ng mit einem oder mehreren Heteroalomen. Bevorzugte heterocydisdie Ringe sind Pqperi- 
din. Pyrrofidin. Morpholin, Piperazin und Imidazd. Die heterocylisdien Ringe kdnnen unsubstituiert oder ein- oder 

45 mehrCad) durch C| -C4-AIkyl. C^-C4-Alkoxy. Aryl, Hydroxyl- oder Aminogruppe sut^stituiert sein. 

[0025] Geeignete Beispiele fur Satze der etfuidungsgemdBen Verbirxiungen nvt anorganisdien oder organisdien 
Sduren sind das Hydrodilorid. Hydrd>ronrud. SuHat. Phosphat Acetat. Qxalat, Tartrat, Citrat. Maleat oder Fumarat 
[0026] Der am meisten bevorzugte Hemmer cydinabhSngiger Proteinlonasen ist FlavopirkJoi ((-)ds-5.7-D9iydrQxy-2- 
(2-dilorpheriyO-aK4*(34iydroxy-lHrnethyO-pipericfi^ 

50 [0027] ProteinmodifiziererKJe Enzyme im Sirme der Erfoidung sind beispielsweise streBakttvierte Proteinlonasen, 
Histondeacetyiase. c6e an der Proteinbtosynthese beteifigten Enzyme sowie Proteinphosphatasen und Proteinkinasen. 
[0028] Bevorzugte Modutatoren proteinmodfizierender Enzyme sand Aktivatoren streBaktivierter Proteinkinasen. 
Hemmer der Kistondeacetytase, Hemnner der Proteinbtosynthese und Hemmer von Proteinphosphatasen sowie weite- 
rer. dh. nicht streBaktivierter oder cydrabh3ngiger. Proteinkinasen. wie beispielsweise Hemmer von Tyrosinkinasen 

^ und Breitend-Proteinkinase-lnhibitorea 

[0029] Ais Aktivatoren streBaktivierter Proteinkinasen werden im Rahmen der Erfindung sdche Substanzen bezeich* 
net. die direkt oder incfirekt eine Akiivierung von streBaktivierten Proteinkiriasen bewirken. Bevorzugt sind Aktivataen, 
c£e in einer Konzentration von £ 1 jiM eine Aktivierung von ^ 50 % bewirken. Bei streBaktivierten Proteinkinasen 
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(SAPKs) handell es sich um eine Gnippe von Protelnkinasen. die durch StreSreize wie beispielsweise UV-Bestrahlung 
aktiviert werden (J.R. Woodgett J. Avruch. J. Kyriakis, Cancer Surveys 27 (1996) 127; & Cosulich und P. Clarke, Cur- 
rertl Biology 6 (1996) 1586; R Cohen. Trends in CeD Biol- 2 (1997) 353). 

[0030] Bevorzugte Aktivatoren streBaktivierter Proleinkinasen sind Anisomydn und die in der EP 0 464 656 A1 und 
5 EP 0 612 728 A2 oHenbarten Anisomycin-Derivate sowie deren phamiakologisch vertragliche Salze. Hierbei handelt 
es sich um Substanzen gemaB der Fbrniei 
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in der 

so WasserstoffoderCi-Cg-Alkylbedeulet; 

Wasserstoff Oder eine gesdttrgte oder ungesdttigtd, fineare, verzweigte Oder cyclische C| -Cis-Acytgruppe 
bedeutet;und 

X CrCg-Alkyl-CO; -GONRSr^ oder -CHgR^o bedeutet. wobei 

R® und unabhangig voneinander Wasserstoff. eine lineare oder cyclische Ci-Cg-Alkylgruppe, Phenyl, eine sub- 
25 ^ihierte lineare oder verzwetgte Ci-Cg-AMgnwe oder einen substHuierfen Phenylrest bedeuten; und 

R^*^ Wassersloft Ci-Cs-Alkyt. Ci-Ce-AIkaxy oder eine substitulerte Ci-Cg-Alkoxygruppe bedeulet 

I0031I Bevorzugt sind solche Derivate. bei denen R® CH3 bedeutet; R^ Ci.i2-Acyl bedeutet; X -C(=0)NH2 oder - 
C(=0)Ci.6-Alkyt bedeutet; R® und R^ H bedeuten; und R^° H oder Ci.yAlkyl bedeutet Der am nrreislen be^orzugte 
30 Aktivator fur sIreBakJivierte Proteinkinasen tst Anisomydn (2-p-MelhQxypheny!methyl-3-aceroxy-4-hydrcDcypyrrolidi 
[0032] Bevorzugte Hemmer der Histcndeacetylasen sind pharmazeutisch vertrSglrche Sake der Buttersdure, Tricho- 
statin A, Trichostatin 0, Trapoxin. Chlamydodn, HC-Toxia WP-3161 und/oder Cyt 2, Geeignete Verbindungen cfieses 
Typs werden beispielsweise von J. Taunton el ah. J. Ant Chem. Soc. 118 (1996) 10412 beschriebea 



eNSOOCIDc <EP 0919Z44A2J_> 



5 



EP0919 244A2 



10 



f 





6°^ 



15 



Trapoxin B 



Chlamydoxin 
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50 [0033] Afe Hemmer der Proteinbiosynthese siixJ Puromycm. Cycfohexiirw! und/oder Emetin bevorzugt Puromycin 
hemmt neben der Proteinbiosynlhese zusatzTich (sine ZellzyMus-reguiatorische Protease (PSA s Puromydn-Serisitive 

Arranop^3lidase). 

[0034] Bevorzugte HenrHner von Proteinphosphatasen bzw. von Proteinkinasen sind Slaurosporin. Staurosporin-Oeri- 
vate. Cyclosporin A. GeWanamydn (GDA; R = CH3O; -C*=C^-)» DihydrogeWanamydn (DHGDA; R = CH3O: -C^H-C^- 
55 ) und/oder Geldanamydn- und Dihycfrogeldanamydn-Derivate gemdB der Formel 
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inder 

R Histund 

R* eine primSre, sekunddre oder tertiare Amtnogruppe, wie eine einfach oder zweifach durch Ci^-. vorzugsweise 
Ci-3-Alkyl- Oder C,.6-, vorzugsweise Ci^-AIkenyhresle substituierte Aminogaippe, Insbesondcre -NHo, -NH- 
(CH2VCH3. 

(CH2),-CH3 CHj CHj 

-N< , -N<| Oder -NH-CH<| 

(CHj)„-CH3 (CH2)p (CH2)p 



30 bedeutet, wobei n und m unabhangig vonetnander 0 bis 6 und p 1 bis 7. vorzugsweise 1 bis 4 sind. 

[0035J Geeignele GDA- und DHGDA-Derivate weiden beispielsweise von R.C. Schnur et al. J. Med. Chem. 38 (1995) 
3806; R.C. Schnur et al.. J. Med. Chem. 38 (1995) 3813 und K. SasaK et al., The Journal ol Antibiofics 32 (1 979) 849. 
beschrieben. 

35 [0036] StaurosporinislalsHenTma^einesbrertenSpeklrums von Protein^ 

sinspezif ische Proteinkinasen und va-schiedene andere zelluiare Proteinkinasen wobei die Hemmung der Enzymakti- 
vitat direkl oder indirekl erfolgen kana 

[0037] Cyctosporin A wirkt als Hemmer der Proteinphosphatase Calctneuria Daruber hinaus wirkt diese Substanz 
als Immunsuppressivum und schOtzt Mitochondrien gegen den durch ^k»en ausgelOsten Zusammenbruch des Mem- 
40 branpotentials (mitochondrial permeability transitk^ 

[0038] Im Fall von Erzeugnissen, cfie zwei Wirkstoffe enthaftea sM solche Kombinationen bevorzugt. die neben 
einem Hemmer cyclinabhangiger Proteinkinasen einen Hemmer der Kistondeacetyfase, einen Hemmer der Proteinbio- 
synthese, einen Henvner von Tyrosinkinasen oder insbesondere einen Aktivator streBaktivierter Proteinkinasen enthal- 
tea 

45 [0039] Besonders gute Aktivitaten wurden fur Erzeugnisse gelunden, die neben dem Hemmer cycTmabhangiger Pro- 
teinkinasen mindestens 2. vorzugsweise mindestens 3 weitere Moduiatoren protenvnodifizierender Enzyme enthaltea 
Hierbei sind sotehe Erzeugnisse bevorzugt. die (a) einen Hemmer cycBnabhSnOT©"' Proteinkinasen. einen Hemmer der 
Proteinbiosynlhese und &nen Hemmer der Histondeacetylase; (b) einen Hemmer cycftrabhangiger Proteinkinasen. 
einen Hemmer der Proteinbiosynthese, einen Hemmer der Hfetondeacetylase und einen Hemmer tyrosinspezifecher 

so Proteinkinasen enlhalten. E>ie genannten Erzeugnisse k6nnen jeweils zusStzRch einen Brertband^Proteinkinasehem- 
mer und/oder einen Proteinphosphatasehemmer enthalten. 

[0040] Besonders bevorzugt sind Erzeugnisse, die neben dem Hemmer cyclinabhdngiger Proteinkinasen einen Akti- 
vator StreBaktivierter Proteinkinasen und ggf. weitere Moduiatoren proleinnxxfifizierender Enzyme enthalten. 
[0041] Die Verabreichung des Hemmers cycCnabhdngiger Proteinkinasen und der weiteren Moduiatoren kann gleich- 
55 zeitig. d Ji. in Form eoies Komlmiationsprapafats. das aHe Sloffe enthalt oder g^ennt dh. durch von zwei oder 
mehreren getrermten PrSparaten erfblgea Bei der Gabe von getrermten Praparaten kOnnen die Praparate unmittelbar 
aufeinanderfblgend oder zeitfich abgestuft verabreicht werden. Bn besonders groBer Therapieertblg wird bei zeitlich 
abgestufter Anwendung erziel 
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[0042] Im Fan der besorxJers bevwzugten Erzeugnisse wird der Hen^ 

weise vor dem Aktrvator der streBaktivierten Prolankinasen verabreicht whd. Der zeitfiche Abstand zwischen cfiesen 
Applikatbnen hangt von den venwendeten Wirkstoffen ab und betragt im Fall der bevorzugten Stoffe vorzugsweise etwa 
1 bis 12 Stunden, besonders bevorzugt 3 bis 4 Stunden. 
5 [0043] Besonders giite Therapieerfolge wurden mit Erzeugnissen erztelt die zusdtzlich zu diesen beiden Wirkstoffen 
einen Hemmer der Histondeacetylase, einen Hemmer der Proteinbiosynthese Oder einen Hemmer von Proteinphos- 
phafasen oder wecterer Protetnkinasen enthalten. 

[0044] Ganz besonders bevorzugt sirxi Erzeugnisse» die neben dem Hemmer cyclinabhdngiger Proteinkinasen und 
dem Akiivatof streSaktivierler Proteinkinasen zusatzlich 1 tis 4, insbesondere 2 oder 4 \Arirkstoffe enthalten. die aus 
JO Hemmem der Histondeacetylase. Hemmern der Proteinbiosynthese urxJ Hemnnem von Proteinphosphatasen oder 
. Hemmem weiterer Proteinkinasen ausgewdhtt sind» wobei (fie zusdtzlichen Wirtetoffe vorzugsweise aus unterschied- 
lichen Wirkstoffgruppen ausgewdhlt werden. 

[0045] Beispielhaft fur solche Erzeugnisse sind Arznamittel, de FlavopirkJol. Anisoniycia Trichostatin A und Puromy- 
cin; Oder Flavoptridol, Anisomycin, Trichostatin A, Purorrydn. GeManarnyctn. Cyclosporin A und ggf. zusatzRch Stau- 
15 rosporin enthaHen. 

[0046] Die erf indungsgemdB verwendeten Wirkstoffe werden vorzugsweise intravenOs oder intraperitoneal verab- 
reicht Die Dosis der Wirkstoffe hSngt von dem zu behandelnden Tumor und vom jeweiligen WirKstoff ab und kann vom 
Fachmann anharxJ von Routirietests ermittelt werdea In vm> werden die eiruelnen Wirkstoffe im altgemeinen in Dosie- 
rungen von jeweBs 10 nmol bis 1 mmol pro kg KOrpergewicht und Therapiezyktus eingesetzl Diese Applikatk>nsmenge 
20 kann in Form einer oder mehrerer. brijektionen oder als Infusion verabreicht werdea 
[0047] Die bevorzugten Wirkstoffe werden vorzugsweise wie fblgt dosiert {in vh/o): 



25 


Wirkstoff 


Applikationsdauer*) [h] 


Dosierung") [mgfligr**) 


bevorzugte Dosierung**) 
[mg/kg]***) 




Trichostatin A 


13-42 


MOO 


10-50 


30 


Puromycin 


13-42 


1-100 


10-50 


Cyclosporin A 


13-42 


10-200 


50-150 




Getianamydn 


13-42 


0.1-10 


0,2-6 




Flavopiridol 


4-18 


1-10 


5^ 


35 


Staurosporin 


13-42 


0.05-1 


0,1-0.2 




Anisomydn 


3-12 


1-150 


6-90 




Cydohextmid 


13-42 


0,1-5 


0,1-2.5 



*) Gesamtverabreichungsdauer des jeweiligen Witstoffs 

**) Qber den Apptikationszeilrauni in Form von 3bi5 6 Boketn|ektk)nen oder als Infusion zuverabre- 
ichende Wirkstoflrnenge 
'**) mg pro kg Korpergewiclit 



45 [0048] Im allgemeinen sind solche Erzeugnisse bevorzugt die jeweils 7 |imol bis 40 nmol des Henimers cydinab- 
hdngiger Proteinkinasen und des oder der Modulatoren proteimodifizierender Enzyme enthaltea Im etnzetnen sind 
Erzeugnisse bevorzugt die pro Dosierungseinheit cfie lolgenden Wirkstoffmengen enthaHen (Lfisungen zur Irijektion): 



Wirkstoff 


Wirkstoffmenge/Dosie- 
rungseinheit 


Trichostatin 
Puromycin 
Cyclosporin A 


0,7-3.5g/Ampul!e 
0,7-3.5g/Ampune 
3.5- 10,5 g/Annpulle 
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(fortgesetzt) 





wirKSTOiTrnenge/iJOSi&*' 
rungseinheit 


Geldanamyctn 

Flavopiridol 

Staurosponn 

Anisomycin 

Cydohexiniid 


14 - 420 mg/Ampulle 
70 - 700 mg/Ampuile 
3,5 ' 70 mg/AmpuHe 
0.07 - 7 g/Ampidle 
35 * 170 mg/AnnpuRe 



[00491 Bne Doslerungseinheft/AnnpuBe enthait die zur Infijsion pro TheraptezyMus erfordernche Wirkstoff menge. Die 
Dosierungsangaben fOr die einzelnen Wirkstoffe sind unabhSngig davon, in welcher Konnbination die Wirkstoffe einge- 
15 setztwerdea 

[0050] Zur Behandhjng von Tuniorerkrankungen werden cfie erfmdungsgemaBen Arzneimrttel vorzugsweise gemaS 
einem Therapieplan angewendet der einen oder mehrere mehrstufige, insbesorxJere dreistuTige TherapiezyWen 
umfaBt 

[0051] Die ersle, optionale Stufe des TherapiezyMus umfaBt die Gabe von einem oder mehreren Hemmern der 
20 Histondeacetylase. vorzugsweise Tnchosfatkw A, Hemman von Tyrosinkniasen. vorzugsweise Geldanamydn. Hem- 
mern der Proteinbiosynthese, vorzugsweise Puromydn, Hemmem von Proteirphosphatasen, vorzugsweise Cyck>spo- 
rin A und/oder Proteinkinasen. vorzugsweise Staurosponn. Die zusStzIiche Applikation der genarvrten Wirkstoffen der 
ersten Stufe bewirkt eine deutliche Steigerung der therapeutische Elfizienz. 

[0052] In der zweiten Stufe werden ein oder mehrere Hemmer cydinabh&ngiger Kinasen und ggf. Breilbandprotein- 
2$ kinasehemmer eingesetzt. 

[0053] Die dritte Behandlungsstufe umfaBt die Gabe eines Oder mehrerer Aktivatoren stressaktivierter Proteinkinasen 
und/oder Intiibitoren der Protejnbk)synthes& 

[0054] Die Gesamldauer eines Ttierapiezyklus umfaBt vorzugsweise 1 4 bis 42 Stunden. Die Applikation von PrSpa- 
raten der ersten Stufe erstred^ sidi dabei vorzugsweise uber den gesamten Therapiebereidi. Die zweite Behand- 

30 lungsstufe wird vorzugsweise 12 bis 24 Stunden und die dritte Behandlungsstufe 13 bis 30. Stunden nad> Beginn der 
ersten Stufe begonnen. Die fur die einzelnen Stufen diarakteristisdien Substanzen wefden ideatenweise jeweils durdi- 
gehend bis zum Ende der Gesamttherapie appliziert, so daS sk:h die Applikation von PrSparaten der zweiten und drit- 
ten Stufe uber einen Zeitraum von 2 bis 18 Stunden bzw. 1 bis 12 Stunden erstredct Die zeitlk:he Abfolge und Dauer 
der einzelnen Stufen sind in der folgenden Tabfle dargestellL Die Tabelle zeigt audi die Zuordnung der versdiiedenen 

35 Wirkstoffe zu den Stufen. 



40 



so 



55 



BNSCXXiDc <EP 091Se44A2J.> 



9 



EP0919244A2 



BevorZDgter Therapiezyklus 
der crfindDngsgemaBen Erzeognisse 

5 





< 

< 12-24h > 


14 - 42 b 

t 

! < 1 -6h > 

1 


> 

1 

I < — l^ iTh > 

1 


1 J. Slufe 


Aktivatorcn von SAPKs'' 
und/odcr Inhibilorcn dcr 
Protcinbiosynt hcsc 


2. Slufe 


Inhibitorcn cyclinabhangigcr Kinascn ond ggf. 
Brcitbandprutcinkinascinhibilorcn 


1. Stufe 


Inhibilorcn von Histonsdcacctylascn, Tyrosinkmascn, Protcinphosphatascn 
uniVodcr dcr Protcinbiosynthcsc und/odcr Brcitbandprotcinkinascinhibito- 

1 



SAPK = &lrc!»aktivicrtc frolcinj^inasc 



30 

[0055] Der Therapiezyklus kam mehrfach wiederholt werden. vw)bei die Zeitintervalle rwischen den einzelnen The- 
rapiezyMen typischerweise 1 bis 14 Tage betragen. 

[00561 Die ^fikation der verschiedenen Wirkstoffe erfolgt vorzugsw eise durch mehifache Qber den Applikationszeit- 
raum verteilte Bolusinjektionen Oder durch kontinuierfiche lnfusk>n. 
35 [(M)57] Aufgrund der mehrstufigen Applikationsweise werden die erfindungsgemaBen Erzeugnisse vorzugsweise oi 
Form von 2 bis 4, insbesondere 3 raumlich getrennten Zusammensetzungen hergeslellt 

[0058] Es wurde Oberraschend gefunden, da B die Kombination eines Hemmers cydinabhangiger Proteinkinasen rnit 
einem Oder mehreren Modulatoren mindestens eines weiteren proteinmodif izierenden Enzyms eine synergistische und 
selektive InduktkHi des Tumorzelltods bewirkt Bei der systemischen, intravenOsen Anwendung an TransplarHaten des 
40 humanen Adenocarcinoms der Lunge LT23 in der Nacktmaus lieBen sich tnnerbalb von 40 Stunden nach Tberapiebe- 
ginn 50 bis 90% der behandelten Tumorzellpopulation abtdten (vgL Beispiel 3). Im Gegensatz dazu bewnrken Massi- 
sche Chemc^erapeutika bei Adenokarzinomen \n der Regel nur eine Zytostase» d.h. der Zelltod tritt nur in 
untergeordnetem MaBe inr^erhalb eines Zeitraums von mehreren Tagen oder Wochen ein. 

[0059] Bei Untersuchungen an Zellkulturen konnte zudem der Tod hunnaner TumorzeOen u.a. der Blase, der Lunge, 
45 des Pankreas, der Brust und des Dickiarms ausgeldst werdea 

[0060] Die erTindungsgemaBen KomlMnationsprdparate wtrken im Verglek^ zu herkdmmltchen Tumormittein auBer- 
ordentTKii schnelL synchron und quanlitativ. so daB der behandelten Tumorzellpopulatkxi nur wenig Zeit und MdgTich- 
keit fOr die EntwIcMung von Resislenzen bie3)t 

[0061] Die Therapie ist erslaimlk:henveise kaum von Nebenwirkungen begleit^ In Tierversuchen wurden lediglich 
so kurzfristige. vorCibergehende Durchf aOe und eine lekrhte Beeintrachtigung der Sportanaklivitai der Versuchstiere beob- 
achtet 

[0062] Erne Erkldrung fur die synergistische Wirkiffig der erf indungsgemSBen Erzeugnisse und ihre gute Vertrdglk:h- 
keit im Organismus kann gegenwdrtig nicht gegeben werden. Die gleichzeitige Gabe eines Hemmers cydinabhangiger 
Proteinkinasen und einem oder mehreren Modulatoren nvndestens eines weiteren proternmodifizierenden Enzyms 
5S fohrt offenbar zu StOmngen der das Prdiferatuxisverhalten der ZeOe steuernden Mechanismea Nonnale Zellen rea- 
gieren auf sofche StOrungen gewohnlich mit einer reversitrfen Arrelierung des ZeflzyWus und versudien anschlieBend, 
die Stdrung zu kompensieren. TumorzeDen sind, vermutTich infolge ihres veranderten Prdiferatk)nsverhaltens, anschei- 
nend nk:ht in der Lage, einen ZeOzyklusarrest korrekt durchzufuhren und kOnnen somrt cfie durch cfie erfindungs- 
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gemSBen Erzeugnisse hervorgerufenen Stdrungen schlechter kompensierea Die trotz Storung iortgesetzte 
Prolrferation fuhrt wahrscheinlich zur Ausldsung des Zelltodesprogramms. 

[0063] Die Herstellung pharmazeufecher Zusammensetzungen und Zuberertungen eifolgt in an sich bekannter 
Weise indem die Wirksloffe gemeinsam oder getrennt zusammen vmX ubiichen pharmazeutischen TrSger-, Verdun- 
nungs- und/oder Hilfsstotten vermischt und diese Mischungen zu Tabletten. Kapsetn od& vorzugsweise Losuiigen fur 
die intraven6se oder intraperitoneale fnjektion oder Infusion geformt werden. 

[0064] Bevorzugt sind Erzeugnisse. bei denen die Einzetwirkstoffe jeweils in separaten Formulierungen yorliegen, so 
daB eine getrennte oder zeitlich abgestufte Verabreichung moglich ist Die Formulierungen sind aufeinander abge- 
stimnrrt, d.h. cfie Konzentrationen der einzelnen Wirkstoffe der Kombination sind so gering, daB Nebenwirkungen fast 
voDstdncfig ausgeschtossen werden und die Einzelsubstanzen allein keine oder zumindest k^e ausreichende Zelttod- 
induzierende Wirkimg aufweisea Erst durch die Kombination mH den anderen genannten Wirkstoffen wird eine eff izi- 
ente Tumortherapie mOglich. 

[0065] Im foigenden wird die Erfmdung anhand von Ausfuhrungsbeispielen ndher eridutert. 
Beispiell 

Synergistische Induktion des TumorzeOtods in vitro durcti Kombination eines Hemmers cydinabhdngiger 
KInasen mit Modulatoren pioteinmodif izierender Enzyme (Zwef- und Dreistoffkombihationen) 

[00661 Die dargestelRen Ergebntsse wurden rrSt der aus einem humanen Adenokarzinom der Lunge gewoniienen 
adhdrent ni GewebekuHur wachsenden Zelfinie LT23 ertiatten. Alle in vitro Experimente wurden in Zellkulturinkubato- 
ren bei 37 in emer wasserdampfgesMglen Atmosphare von 5% CO2 in Uifl durchgefuhrt Der pH- Wert des Kuftur- 
mediunns lag in den NAorratskulturen und bei den in den AbbiWungen 1 bis 4 dargesteltten Experimenten zwischen 72 
und 7 A 

[0067] Vorratskulturen der LT23 Zellinie wurden montags und frertags regelmaBig in kollagenbeschichteten 58 cn^ 
Gewebekulturschalen (Fa. Greiner) in serumfreiem Kutturmedium (KM1) passagiert fur die KoDagenbeschichtung 
wurden cfie Kulturschalen mit jeweils 5 ml einer 1 :100-Verdunnung von solubilisiertem Kalbshautkollagen (Fa. BOttger. ' 
Berfia Kai-Nr. 9004 B) in Basalmecfium (BM) fur 4 h bei 37 ^'C inkubieri Danach wurde die koilagenhaitige Ldsung ent- 
femt und bis zw Aussaat der Zeilen durch 10 ml BM ersetzt FOr die Passage viojrden die ZeDen von Vonatskulturen 
durch Behandlung (5 min» 37 **C) mit einer Trypsinlosung (Boehringer Mannheim, Kal.-Nr. 109827. 20 pg/ml in 
NaCI/HEPES*) in eine Einzelzellsusper^n itoeffuhrt. nachdem die Vorratskulturen zuvor zweimal mit je 10 ml 
NaCI/HEPES gewaschen worden waren. Nach Zerrtrrfugation der EinzelzeDsuspension viojrden die Zeflen in KM1 
resuspencfiert an einem elektronischen Parta^elzahlgeral (Coulter Counter) gezahit und in einer ZeBdichte von 0.5 x 
10^ Oder 1 x 10^ pro Kultufschale in 15 ml Medium ausgesat 

[0068] Fur die Versuche wurden LT23-Kulturen mittels Trypsin wie oben beschrieben in Einzebellsuspensionen uber- 
fOhrt und 200 000 Zeflen pro Loch auf kollagenbeschichtete 24-Loch<3ewebekulturplatten (Firma NUNC) in jeweils 1 
ml KM2 ausgesat 8 Stunden nach der Aussaat wurden die folgenden Substanzen als Kbnzentrate in jeweils 0,1 ml 
KM2 pro Loch zugesetzt (Zeitpunkt t = 0 h), so daB die angegebenen Konzentrationen in den Kulluren erhalten wurden: 

K: KontroHe ohne Sid>stanz. 

C: Cyclosporin A (Sandoz, NOmberg, 1 ,5 Mg/mQp 

S: Slaurosporin (Serva, Boehringer Ingelheim KG. KaL-Nr. 35385. 20 nM). 

T: Trichostatin A (WSako. Neuss, Kat-Nr. B2041 1991. 150 ngAnI). 

X: Cyck>heximid (Sigma. Deisenhofen, Kat-Nr. C7698. 1 ^g/ml). 

P: Puromydn (Serva. Boehringer Ingelheim KG, Kat-Nr. 33835. 500 ngAnI). 

E: Emetin (Sigma, Deisenhofea Kat-Nr. E 2375. 300 ng/ml). 

A: Anisomydn (Sigma, Deisenhofen. Kat-Nr. A 9789. 150 ngAnl). 

G: GeWanamycin (Calbiochem. Bad Soden. Kat-Nr. 345805. 100 ng/imi). 

F: Flavopiridol (Nationat Cancer Institute. Drug Synthesis & Chemistry Branch, Bethesda. USA, 400 ng/W) wuide 
erst zum Zeitpunkt t s 16 h zugesetzt 

[0069] Zum Zeitpunkt t = 22 h wurden die sutstanzhaltigen Medren quantitativ von den Kulturen entferrrt und durch 
substanzfreies Kontrollmedium ersetzt 

[0070] Zu den Zeitpunkten t = 16 h und t = 40 h vwirden von jeder Therapiekondition jeweOs 3 Replikate bezuglich der 
Anzahl vl^er ZeOen evaluert Die Anzahl der vitalen ZeDen in Prozent der Zellzahl der unbehandelten Ausgangskultur 

• HEPES = N-(2-Hydlroxyeth/0p«>eraztrhN*-2-^nsuH^^ (Serva. Boehringer Ingeihebn KG. Kat-Nr. 25245) 
NaCVHEPES: 0.9 % Nad/IOmM HEPES pH 7.4 
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zum Zeilpunkt t = 0 h ist in Abbildung 1 graphisch dargesteDt. Innerhalb einer Gruppe von 3 Reptikaten betrug cfie 
Abweichung vom jefweiHgen M'rtteYwert 2 bis 1 0 %l In den Abbtldungen geben die oben (inks eingetragenen waagerech- 
ten Balkan den Exposftionszeitraum fur die uber dem Balken bezeichneten Substanzen an. 

[0071] Aus der Abbtldung 1 geht hervor. daB die venArendeten therapeutischen Substanzen in den eingesetzten Kon- 
5 zentrationen als Einzelsubstanzen iedigfich eine wachstumshemmende Wirkung haben. 

[0072] In einem zweiten Experiment wurde wie oben beschrieben verlahren. jedoch wurden aHe KuHuren bis auf die 
KontroHe zum Zeitpunkt t = 16 h Flavoprridd (F) in def oben angegebenen Menge versetzt. Die Ergebnisse der 
Zweistoffkoni>inationen sind in Abbikfting 2 grapNsch dargesteOi Die 2-Substanz-Kornbinationen mil Flavopirkiol als 
festem Bestandtefl bewirken zw^chai t = 1 6 h und t - 40 h eine signifikante Nettoabhalune der ZaN vitaJer TumorzeOen 
10 in den behandetten Kutturen. Im Vergtech zur Ausgangskultur wurde de Zetlzahl urn bis zu 50 % gesenkt. Im gtek:hen 
Zeitraum stieg die Zellza^d in den unbehandelten Kontrollkulturen (K) vonlOO % auf 300 % an. so daB cfie Anzahl der 
vitalen Zellen in den behandelten Kutturen zum Zeitpunkt t » 40 h nur etwa 1 5 bis 30 % der ZeTlzahl in der urd>ehandel- 
ten Kbntroinoiltur t>etrug. 

[O073J In einem weiteren Versuch wurden a0e ZellkuHur en mit Ausnahme von K und F zum Zeitpunkt t = 1 9 h zusatz- 
15 lich mit Anisomydn in der oben angegetDenen Menge versetzt. Hierdurch wurde eine weitere. deutliche Aktivitatssta- 

gerung erzielt und es konnten bis zu 99 % der ursprunglichen Tumorzellen at>getotet werden (Abbi 3). 

[0074] Ahnliche Ergebnisse wurden erzielt, indem die Zweistofigemische zum ZeSpunkt t = 0 mit Trk:hostafa'n (A) (1 50 

ngM) versetzt vmrden (Abb. 4). oder durch Venwendung von DreistoHkontMnationen auf Basis von Puromydn und Fla- 

vopiridol Oder Geklanamydn und Flavoptridol. 
20 [0075] In den Versuchen wurden defolgerKlenKulturme^eneingesetzt: 

BM 1:1 Mischung aus Duibecco's modified Eagle's medium (DMEM) und Ham's F12 nutrient nuxture (bekte von 
Gibco/BRL). gepuffert mrt 22 mM NaHCOa und 15 mM HEPES. 

25 KMI KM1 vAjrde aus Basalmedium (BM) durch Supplementiemng mit Insufin aus Rinderpankreas (Sigma. Deisen- 
hot en. Kat.-Nr. 1 5500. 5 uqM), Transferrin (human. Sigma. Kat.-Nr. T 2252. 5 tig/ml). Epidermal Growth Factor 
(EGF. humaa Fa. TEBU. FirarWurt Kat.-Nr. 100-15. 5 ng/hftO. Trijodlhyronin (Sigma. Kat-Nr. T 6397. 0.1 nM), 
Na-Selenit (Sigma. Kat.-Nr. S 1382, 75 nM). Ethanolan^n (Sigma, Kal.-Nr. E 0135. 8 jiM). Ols^ure (Sigma. 
KaL-Nr. O 1383. 2,5 jig/ml) und fettsdurefreiem Rinderserumalbumin (Sigma, Kat-Nr. A 6003) hergestelll 

30 

KM2 wird aus KMI durch Zusatz von Rinderserumalbumin (Serva, Boehringer Ingelheim KG. KaL-Nr. 11930, 20 
wgfirS) hergesteltL 

[0076] Zur Bestimmung des Anteils vitaler Zellen voiide das Medium aus den KuHurlOchem durch Absaugen entfernt 
35 und durch 1,5 ml einer 0.25 %igen TritOT-X-100-L6sung (Serva, Boehringer Ingelheim KG, Kat-Nr. 37240) in 0,4 mM 
EthylendiamintetraessigsSure (EDTA. pH 7,5) ersetzt. Unter diesen Bedingungen werden die Zellmembranen der 
Tumorzellen aufgelCst wShrend die Zellkerne schwellen und freigeselzt werden, so daB sich eine Einzelkernsuspen- 
sk>n btUet. Nach 10 min wurde die Kemsuspension durch Zusatz von 0.5 ml einer 10 %igen Formaldehydldsung fixiert 
und mittete Coulter Counter (Coulter Counter Typ ZM nvt angeschlossener GroBenverteilungsanalyse Coulter Chan- 
40 nelyzer 256) die Gesamtpartikelzahl (G) bestimmt Dirch die Triton-Behandlung werden nur die Kerne vitaler Zellen 
freigesetzt wahrend tote ZeOen au^rund von Protdnquervernetzungen von Triton-X-100 nk:ht desintegriert werden, 
also keinen Kern freisetzen und als "sklerotisierte' ZeKkOrper erhahen bielbea Die relativen Anteile intakter Kerne (K) 
und toter Zellkdrper (T) an der Gesamtpartikelzahl (G) kfirmen in der DurchfhiBzytometrie (Coulter DurchftuBcytometer 
Epk^s XL) aufgrund der unterschiedlk:hen Seitwdrtsfichtstreusignale der Part'ke4populatk>nen bestimmt werden (vgl. J. 
45 Breder. S. Ruller. E. Ruller. M. SchlaaK J. van der Bosch, Expi CeQ Res. 223 (1996) 259-267). Die Anzahl vitaler Zellen 
(V)ergibtsk^wiefolgt V = G x K/(K•^7) . 

Beispiel2 

so Synergistische Indulction des Ibmorzelltods m vttro durch Kombinatfon eines Hemmers cycltnabhSngiger 
IQnasen mit Modulaloren piotef nmodH iderender Enzyme (Mehrstoffkomblnationen) 

[0077] Analog zu Beisptel 1 wurden Korri>inatk>nen von 4 oder 5 Sut)stanzen auf der Basis von Geldanamycin (G). 
Flavopiridoi (F) und Anisomyctn (A) getestet Abweichend von Beispiel 1 wurden die LT23-Zellkulturen 8 Stunden vor 
55 dem ZeitpurM ts0hrnt100Ml0.-12N Saizsaure versetzt um den pH- Wert von 7.4 auf 6,8 zu senken. Unter diesen 
Becfingungen sind cfie ZeUkulturen weniger therapi'esuszeptbel. so daB auch Substanzkombinationea die bei pH 7,4 
cfie TumorzeOen zu 100 % abtdten. quantitativ hinsichttich itves relativen Wirkstoffjpotentials bewertet werden kOnnea 
[0078] AbbiMung 5 zelgt.cJa6 unter diesen Becfingugen cfie ZaM der TunOTzeflentrotzZug^ 
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ansleigt. Durch die zum Vergleich mrtgetestete Dreistoffkombination GFA konnten ca 90 % der TumorzeDen abgetfilet 
werden, wahrend durch die untersuchten Vier- und FOntstoffkombinationen bis zu ca. 99 %der ursprungfichen Zellen 
abgetotet wurdea 

5 Beispiel 3 

Induktion des in vivo Zelltods von humanen Adenokandnomzeilen der Lunge 

[0079J 1 ,5 X 1 0^ Zellen eines humanen Adenokarzinoms d«^ Lunge wurde pro Maus tnl po |il Kulturmediuin subkutan 
w zwischen den SchuHerbldttern inokulierL 12 Tage nach tnokulation hatten sich etwa eibsengroBe Tumorknoten gebiV 
deL Zu diesem ZertpunW wurde die Therapie begonnen (1 = 0 Stunden). Kierzu wurden jeweAs 1 50 p\ einer Puromydn- 
lOsung und 400 pi einer TrichostalinlOsung zu den Zeiten 0 Stunden, 8 Stunden und 16 Stundeh in die Schwanzvene 
injizierL Zum Zeilpunkt 16 Stunden wurden 100 pi RavopiridoOOsung und tm Zerlraum 19 bis 20 Stunden wurden im 
At)stand von 20 rnin 150 p). 1 00 pi. 50 pi bzw. 50 pi AnisomydrilOsung in die Sctiwanzvene appBzierl Die Tlere wurden 
15 zum Zeitpunkt 40 Stunden zur Entnahme der Tumoren getOtet. Die enlnommenen Tumoren wurden umgeherxi mittels 
SkalpeH halbtert und in 10%iger FomnaSnkisung fOr die Histok)gle fixierL 

Es wurden lolgende 1.6sungen eingesetzt 

20 [0080] 

PuTomycin: 667 pg/ml, in Wasser enthaltend 0,9% NaCI/0^4% BSAAl 0 mM HEPES/pH 7,4 
Trichostatin A: 500 pgM, in Wass©- enlhaltend 0,9% Naa/4.5% BSA/1.25% DMSO/10 mM HEPES/pH 7.4 
Ravopiridol: 5 mM. in Wasser enthattend 0,9% NaCI/0,24% BSA/10% DMSCVIO mM HEPESypH 7.4 
25 Anisomydn: 6 mg/iirt, in Wasser enthattend 0,9% Naa/0,24% BSA«% DMSO/10 mM HEPES*)H 7.4 

[0061] Zur Herstellung der Ldsungen wurden Konzentrate von Puromydn (25 mg/mi Wasser). Trichostatin A (40 ' 
rngM DMSO), Flavopiridol (50 mM in DMSO) und Anisomydn (100 moM DMSO) venwendet. 

30 BSA: Bovines Serumalbunun 
DMSO: Dimethylsulfoxki 

HEPES: N-(2-Hydroxyethyl)p9>erazin-N'-2-ethansulfbnsdure 

[0082] Abbildung 6 Zdgt einen histdogischen Schnitt eines unbehandelten Tumortransplantats und Abbikiungen 7 
35 und 8 Schnitte von Zwei unterschiedlich t>ehandetten Tumortransplantaten 24 Stunden nach der Ravopiridol-Applika- 
tioa Die massenhafte Induklion von dunkel gef&bten Pyknosen (tote Zellen) in den behandelten Tumortransplantaten 
isl off ensichtlich. 

PatentansprOche 

40 

1. Erzeugnisse. enthattend einen Hemmer cyclinabhangiger Proteinkniasen und einen Oder mehrere Modulatoren 
mindester)s eines weiteren proteinmodifizierenden Enzyms als K6mbinationspr3f»rat zur gleichzeitigen, getrerm- 
ten Oder zeitlich aisgestutten Anwendung als Arznamittel. wot>ei Zweistoffgemische aus Flavopirktol und Cydo- 
hexirmd ausgenommen sind. 

45 

2. Erzeugnis gemSB Anspmch 1. dadurch gekennzelchnet. daB es als Hemmer cydinabh&ng^er Proteinkinasen 
ein 4H-1-Benzopyran-4-on-Derivat gemdS der Fonnel 
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enthStt. in der 

V\fessersloff. Ci-Cg-AIkyt, Aryl-Ci-C4-alky1, siAstitwertes C^-Ce-AIkyl. Ca-g-Cydoalkyl. einen Cs-Cg-Hela^o- 
zyMus mil 1 , 2 Oder 3 Heteroatomen wie N, S, O Oder einer bet'iebtgen Kbnrbinationendieser Atome, Cg-Ce* 
Cyck>aIky!-Ci-C4-aIkyi, C2-06-AIkenyl, C2-C6-AIkinyl, Aryl (etnschtieSGch polycycfischer Ringe). einen aro- 
matisGhen heterocycUschen Rest,.std)Stituiertes Aryl. -COOH. eine Aldehyd-CrC4-alkylgruppe, eine COO- 
Ci-C4-alkyl9ruppe, eine prim&re Anwio-, Alkylaminch. Aralkylanvno-, Dialkylamino-. Anvdo-, Arytamino-». 
Diary lanunogrtppe oder -CH20Ct-C4-Alkyt bedeute!; 

Wasserstoff oder CrCe-AlkyI, Aryl. Nrtro. Amino, Di-CrC4-aDcylanfBno, Halogen, Hydroxy, Alkoxy. -COOH, - 

C0OCi-C4-AlkyI, -CHO, -CHgOH oder -CH20-Ct-C4-AIky1 bedeutet; 
R^ Wasserstoff oder Ci-C4-AIkyl, substituiertes Ci-C4-Alkyl, Hydroxy. -CCX>H, Nilro, eine Amino-. C,-C4-AIky- 

lamino". Di-CrC4-alkylaminogruppe, Halogea O-AIkyl-C(=0)-aIkyl. -CHO. -CH^OH. -CH20-Ct-C4-Alkyl, 

R2N-C(=0)-0- bedeutet wobei 
R H, Ci-Qe-AIM. Cydoalkyl <>Alkyl-C(^)-alkyl oder Aryl ist; 

R* Wasserstoff. Hydroxy. CfCa-Alkoxy, Ci-C4-Alkanoytoxy. Ci-C4'AIkoxycajbonyl. Arytoxy. eine Amino-. Cr 
C4-Alkylantino-, Di-C^-C4-alkylaminogruppe, R2N-C(=0)-0, bedeutet und R die ot>en angegebene Bedeu- 
tung hat; 

R^ Wasserstoff, CrCe-AlkyI, Aryl-Ci-C4-aJkyl, Ca-Ce-Cydoalkyl. C3-C6-Cyck>alkyl-Ct-C4-alkyl. Alkytamino-. 

Ci-C4-AlKanoyl, -C(=0)-OC^'C4-Alkyt oder AroyI bedeutet wobei die Arylgruppe ein imsubstituierter oder 

mono- Oder polysubslituierter Phenylrest isl; 
m eine ganze ZaH zwischen 0 und 3; und 
n eine ganze ZaN zwischen 0 und 2 isL 

3. Erzeugnis gemdB Anspruch 2, dadurch gekermzeichnet, daB 

R^ H. C^-Cs-AII^, Naphthyt. Aryl, subsituiertes Aryl, AralkyI oder ein aliphatischer oder aromatischer C3-C9- 

Heterocyclus mit 1, 2 oder 3 Heteroatomen wie N, S. O oder einer beliebigen Kbmbination dieser Atome; 
r2 HoderCi-Ca-AIkyl; 
F? OHoderOCHa; 
R* OH; 

R^ Ci-C3-AIkyl. Ca-CVCydoalkylp C3-C5-Cycloalkyl-Ci-C4-Alkyl; 
m =1 Oder 2; und/oder 
n »1ist 

4. Erzeugnis gemSB Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, daB es als Hemmer cycGnabhangtger Proteinkinasen 
Ravopiridol enthdtt. 

5. Erzeugnis gemaS eonem der Anspruche 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet daB es als Modulator proleinmodifizie- 
render Enzyme einen Aktivator streSaktivierter Proteinkinasen entfi5ll 

6. Erzeugnis gemaB Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet daB es Anisomydn oder ein Anisomydn-Derivat gemSB 
derFormel 
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R^O OX 



enthah. in der 

\Absserstoff Oder CfCVAIKyl bedeutet; 

Wasserstoff Oder eine gesdttigte Oder ungesdttigte. lineare, verzweigle oder cycOsche C^-Cig-Acyl- 
15 gruppe bedeutet; und 

X CrCg-Alkyl-CO; -CO-NR^R^ oder -CHgR^^ bedeutet. wc3bei 

R® und unabhangig voneinander Wasserst(rff. eine lineare oder cydische Ci-Cg-Alkylgruppe; Phenyl, eine 
subslituierte lineare oder verzweigte Ct-Ce-ABcylgruppe oder einen substiluierten Phenylrest bedeu- 
ten; und 

20 R^^ Wasserstoff. Ci-Cg-Alkyl, C^-Ce-Alkcncy oder eine subslitinerte Ci-Cg-Alkoxygruppe bedeutet 

7. Erzeugnis gemaB Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet, daB 

R^ CH3; 
25 R^ CrCi2"Acyl 

. R^undR^H: 

R^° H Oder Ci.3-Alkyl bedeutet und 

X gleidi -C(=0)NH2. Ci-Cg-Alkyl-CH^O)- isl. 

30 8. Erzeugnis gemaB Anspruch 7, daduich gekennzeichnet daB es ate Aktivator fOr streBaktivierte Proleinkinasen 

Anisomydn errth^ 

9. Erzeugnis gemas einem der Anspaiche 5 bis 8 zur Therapie durch Applikation des Hemmers fur cycfinabhangige 
Proleinkinasen, gefolgt von der AppRkalfon des Aklivators fOr streBaktivierte Proleinkinasen im zeitfichen Atistand 

35 von 1 bis 12 Stunden. 

10. Erzeugnis gemSB einem der AnsprDche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet daB es ate Modulator proteinmodifizie- 
render Enzyme einen Hemmer der Histondeacetylase enthan 

40 11. Erzeugnis gemdB Anspruch 10, dadurch gekennzek:hnet daB es ate Hemmer der Histondeacetylase ein phar- 
mazeutisch vertragfiches Sate der Bultersaure, Trichostatin A Trapoxin, CWamydocin, HC-Toxin, WP-3161 
und^oderCyt2enthait 

12. Erzeugnis gem§6 einem der Anspruche 1 bfe 11 , dadurch gekennzeichnet daB es ate Mockilator pfoteinmodifi- 
45 zierender Enzyme einen Hemmer der Proteinbiosyinhese enthan 

13. Erzeugnis gemaB Anspruch 12, daduich gekennzeichnet. daB es ate Hemmer der Pioteinbfosynthese Puromy- 
cin, Cydoh&nmid undJoder Enrtetin enthdlt 

so 14- Erzeugnis gemaB einem der AnsprOche 1 bte 13, dadurch gekennzeichnet. daB es als Modulator proteinmocfifi- 
zierender Enzyme einen Hemmer von Proteinphosphatasen oder weiterer Proleinkinasen enthaft. 

15. Erzeugnis gemaB Anspruch 14. dadurch gekennzek^hnet daB es Staurosporin, ein Staurosporin-Derivat. 
Cyctosporin A, GeWanamydn, DihydnogeWananiycffi. ein GekJanamydn- unttfoder DihydrogeWanamycm-Derivat 
55 gemaB der Fomiel 
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15 



enthdit. in der 



R Histund 

20 R* eine primftre, sekundare Oder tertidre Aminognjppe, wte eine einfach oder zweHach durch C^-Cg- AD^ oder 
C^-Cs'Mysnflresie sUbstituterte Aminognjppe. insbesondere -NH2, -NH-(CH2)n'CH3, 



(CH2).-CH3 CH2 CH2 

-N< , -N<| Oder -NH-CH< | 

(CH2),-CH3 (CHj), (CHj)p 



bedeutet wobei n und m unabhangig vonemander 0 bis 6 und p 1 bis 7 sind. 

30 

16. Erzeugnis gemaB einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet. daB es jeweils 7 fimol bis 40 mmot 
des Hemmers cydinabhdngiger Proteinkinasen und des oder der Modulatoren proteinmodif izierender Enzyme ent- 

35 17. Erzeugnis gemSB anem der AnsprOche 1 bis 1 6 zur intravenOsen AppfO^lion. 



18. Erzeugnis gemdB einem der Anspruche 1 bis 17 zur Tberapie durch ein- bis viermalige oder kontinuierliche Appfi> 
kation von (a) ggt einem oder mehreren Histondeacetylasehemmern. Hemmern der Proteinbiosynthese, Hem- 
mern von Proteinphosphatasen und/oder Hemmern von weiteren Proteinkinasen, (b) einem oder mehreren 
40 Hemmern cydinabhdngiger Proteinkinasen und ggf. Breilband-Proteinkinasehenimern sowie (c) einem oder meh- 
reren Aktivatoren fOr streBaktivierte Proteinkinasen und ggt Hennmem der Proteinbiosynthesa 



1 9. Erzeugnis gemaS Anspruch 1 8 zur Applikation des Oder der Wirksloffe gemdB (a) uber einen Zeitraum von 1 4 bis 
42 Stunden, des oder der Wirkstoffe gemdB (b) uber einen Zeitraun von 2 bis 13 Stunden und des oder der Wirk- 
45 stoffe gemdB (c) uber einen Zeitraum von 1 bis 12 Sturxleri 



2a Erzeugnis gemdB Anspruch 1 9. zur Appiikatkm des oder der Wirkstoffe gema B (b) im zeitfichen Abstand von 1 2 bis 
24 Stunden nach Beginn der Appfitetion des oder der Wirkstoffe gemSB (a) und des oder der Wirkstoffe gemSB (c) 
im zeitlichen Abstand von 1 bis 6 Stunden nach Beginn der Applikatkm des oder der Wirkstoffe gemSB (b). 

so 

21. Verfahren zur Herstefhjng etnes Erzeugnisses gemdB den Anspruchen 1 bis 20. dadurch gekennz^hnet, daB 
man mindestens einen Hammer cycfinabhangiger Proteinkinasen und nrandestens enen Modulator proteinmodiB- 
zierender Enzyme mit utrfichen pharmazeutischen TrSger-, Verdwinungs- und/oder Hillsstoffen, getrennt oder 
zusammen vermischt und diese Mischung(en) Zu Tablettea Kapsein oder Ldsungen fur cfie bkale, orale. paren- 

55 terale. insbesondere intravendse oder tntraperitoneale lnjektk>n oder lnfijsk)n fbrmi 

22. Verwendung ein^ Hemmers cydinat>hangiger Proteinkinasen und etnes Modulators proteinmodifizierender 
Enzyme zur HersteDung von Arzneurrattelzubereitungen. 
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23. Verwendung nach Anspruch 22 zur Herstellung von Arzneimittelzubereitungen zur Behandlung von Tumoren. 

24. Venvendung gemaB einem der Anspruche 22 bis 23 zur Behandlung von Tumoren der Blase. Lunge. Bmst, des 
Pankreas und Dickdarms. 

5 

25. Venvendung nach etneno der AnsprOche 20 bis 22 zur Herstellung von Arzneimittelzubereitungen zur intravenosen 
Therapte. 

26. Venvendung nach einem der Anspruche 22 bis 25 zur Herstellung von Ai2neinTrttel?ubf reitungen zur einfachen. 
10 mehrfachen oder kontinuierlichen Applikation von (a) ggl einem oder mehreren Histondeacetylasehemmern, 

Hemmern der Proteinbiosynthese. Hennmern von Proteinphosphatasen und/oder Hemmern von werteren Protein- 
kmasen (b) einem oder mehreren Henrunem fOr cydinabhSngige Kinasen und g^. Breittand Proteinkinasehem- 
mem und (c) einem oder mehreren Aktivatoren for streBaktivierte Proteinkinasen und ggf. Hemmern der 
Proteinbk)synthesa 

IS 

27. Verwendung nach Anspruch 26 zur Applikation des oder der WIrkstoffe gemaB (a) uber einen Zeitraum von 12 bis 
42 Stunden. des oder der Wirkstoffe gemdB (b) uber einen Zeitraum von 1 bis 18 Stunden und des oder der Wirk- 
stoffie gemaB (c) uber einen Zeitraum von 1 bis 12 Shsndea 

so 28. Venvendung eines Hemmers cycRnabhangiger Proteinkinasen undi eines oder mehrerer Modulatoren mindestens 
eines weiteren proteinmodifizierenden Enzyms in Form eines aus mirxJestens zwei raumltch getrennten Zusam- 
mensetzungen, von denen die eine den Hemnr^er cyclinabhdngiger Proteinkinasen (Zusammensetzung A) urxJ die 
arxiere den oder die Modulatoren mirxiestens eines weiteren proteinmodiTizierenden Enzyms (Zusammensetzung 
B) enthalt, bestehenden Mittels zur aufeinanderfolgenden und/oder glek:hzeitigen Anwendung t>ei der Behandlung 

25 von Tunwren bei Menschen oder Sdugetieren nach einem Therapieplan. der aus einem oder mehreren ZyMen 
bestehi wobei jeder Ther^xezyktus idgende Stufen umtaBt: 

Stule 1 (optional) einfache. mehrfache oder kontinuierliche Applikation der Zusamnrensetzung (B): 
Stufe 2 einfache. mehrfache oder kontinuierliche Applikation der Zusammensetzung (A): 
30 Stufe 3 eirifache. nriehrfache Oder kontinuiertk:heAppKkatk)n der Zus 

29. Venvendung n^ Anspnjch 28. dadurch gekennzeichnet. daB Stufe 1 die Applikation eines oder mehrerer 
Hislondeacetytasehemmer. Henrmier der Proteinbiosynthese. Henrvner von Proteinphosphatasen und/oder von 
Hemmern von weiteren Proteinkinasen und Stufe 3 die AppRkation eines oder mehrerer Aktivatoren fur streBakti- 

35 vierte ProteinMnasen und ggf. Hemmern der ProteinbiosyrTthese umfaBt 

30. Venvendung nach Anspnjch 29. dadurch getceimzeichnet. daB Stufe 2 zusStzBch die Applikation eines Breit- 
band-Proteinkinasehemmers umfaBL 

40 31. Venvendung nach einem der AnsprOche 28 bis 30. dadurch gekennzeichnet. daB sk:h Stute 1 uber einen Zeit- 
raum von12 bis 42 Stunden. Stufe 2 Qber mnen Zeitfaum von 1 txs 1 8 Stunden und Stufe 3 uber einen Zeitraum 
von 1 bis 12 Stunden erstreckt 

32. Arzneimittel. enthaltend einen Hemmer cyclinabhdngiger Proteinkinasen und einen oder mehrere Modulatoren 
45 mindestens eines weiteren proteirtmodifizierenden Enzyms als Kombinatk)nsprdparat zur gietchzeitigen. getrenr>- 
ten Oder zeitfich dbgesteDten Anwendung. 



so 
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Abb.1: 
Einzelsu^stanzen 
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Kombinatlonen von 3 Substanzen 
aufder Basis F^A 
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Abb. 6 

Histologischer Schnitt eines 
unbehandelten Turaorlmplantats 




Abb. 7 

Histologischer Schnitt durch ein behandeltes 
Tumorijnplantat 24 h nach Flavopiridol-AppliXation 
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Abb. 8 



Histologischer Schnitt durch ein weiteres behandeltes 
Tumor iroplahtat 24 h nach Flavopiridol-Applikation 
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Mentomt ERGANZUNGSBLATT C EP 98 25 8357 



Vollstandig recherchierte Anspriiche: 
2-4.6-8,16-11,13.15 

Unvollstandig recherchierte Anspruche: 
1,5,9,12,16-32 



Grund fur die Beschrankung der Recherche: 

Die geltenden Patentanspruche 1, 5, 9 12, 16-29 beziehen sich auf ein 
Erzeugnisse, die charakterisiert sind durch eine erstrebenswerte 
Eigenheit oder Eigenschaft, namlich "Henner cyclinabhangiger 
Proteinkinasen" und "Modulatoren mindestens eines weiteren 
proteinmodifizierenden Enzyms". Die Patentanspruche unrfassen daher alle 
Erzeugnisse, die Verbindungen enthalten, die diese Eigenheit oder 
Eigenschaft aufweisen, wohlngegen die Patentanmeldung Stiitze durch die 
Beschreibung iro Sinne von Art. 83 EPU nur fiir eine begrenzte Zahl solcher 
Verbindung liefert. Im vorliegenden Fall fehlen den Patentansprtichen die 
entsprechende Stiitze bzw. der Patentanmeldung die notige Offenbarung in 
einem solchen MaBe, daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten 
erstrebten Schutzbereich unmbglich erscheint. Desungeachtet fehit den 
Patentanspruchen auch die in Art. 84 EPU geforderte Klarheit, nachdem in 
ihnen versucht wird, die Erzeugnisse iiber das jeweils erstrebte Ergebnis 
zu definieren. Auch dieser Mangel an Klarheit ist dergestalt, dass er 
eine sinnvolle Recherche tiber den gesamten erstrebten Schutzbereich 
unmoglich macht. 

Daher wurde die Recherche auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, 
welche im o.a. Sinne als klar, gestutzt oder offenbart erscheinen, 
namlich die Teile betreffend die Verbindungen von Anspruchen 2-4, 6-8, 
19-11, 13, 15 und der allgemeinen Idee, die der Anmeldung unterliegt. 
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bi cfiesem Anhang sind die MSgBeder der Patent! amiiien der on obengenannlen europaischen RecherchenbericM angefianten 
PaAentdokumente angegeben. 
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